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Establecimiento de cultivos celulares de Nicotiana tabacum L. 
 
Sofía Campos Delgado 
 
Resumen 
 
Nicotiana tabacum es originaria del continente americano y con base en sus propiedades 
medicinales, se ha estudiado a profundidad. Las especies pertenecientes al género Nicotiana son 
esenciales para el desarrollo de estudios básicos de biotecnología vegetal y programas de 
mejoramiento genético, por lo que se considera un organismo modelo de investigación. El 
establecimiento de cultivos celulares, tanto de callo como de suspensiones, ha facilitado la obtención 
de diferentes productos o metabolitos secundarios bajo condiciones controladas, sin embargo estas 
deben ser optimizadas para cada evento específico. En este estudio se probaron dos tratamientos de 
inducción a callo a partir de segmentos foliares de plantas in vitro de Nicotiana tabacum L. 
Posteriormente se estableció el cultivo de células en suspensión. Se evaluaron diferentes parámetros 
(color, tamaño, frecuencia de formación y porcentaje de peso seco) al callo. Mientras que a la 
suspensión se evaluó por medio del porcentaje de volumen sedimentado empacado, viabilidad y 
concentración celular.  A partir de la metodología utilizada se logró la inducción y establecimiento 
de callogénesis con un 100% de rendimiento. A partir de estos resultados se determinó que el 
tratamiento B era el más adecuado para establecer las suspensiones celulares (MS+ 0,2 mgL-1 BAP+ 
2mgL-1 ANA) debido a que indujo a la producción de callo con las características de textura, tamaño 
y color requeridas para este fin. Finalmente se logró observar suspensiones celulares en las cuales se 
puede determinar una baja concentración celular y gran diversidad morfológica de sus células. Por lo 
tanto es necesario realizar ajustes en el protocolo de establecimiento y subcultivo de las suspensiones 
para mejorar los rendimientos y la morfología. 
 
Palabras clave: Nicotina tabacum; callogénesis; suspensiones celulares; viabilidad. 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
Las especies pertenecientes al género Nicotiana son esenciales para el desarrollo de estudios 
básicos de biotecnología vegetal, programas de mejoramiento genético y más recientemente para 
realizar investigaciones de transformación genética. En estos estudios, Nicotiana sp ha servido como 
organismo modelo para la producción de metabolitos secundarios y el estudio de expresión o 
introducción de genes foráneos (Lewis & Nicholson, 2007). Nicotiana tabacum es originaria del 
continente americano y el hombre comenzó a utilizarla como agente medicinal principalmente. 
Gracias a sus propiedades medicinales fue que se extendió por todo el mundo y por esta razón se ha 
estudiado a profundidad  y ha sido posible el desarrollo de diferentes protocolos de cultivo in vitro, 
lo cual permite ahora aislar y producir sus compuestos bioactivos a gran escala (Rubio & Rubio, 
2006). 
Con respecto al establecimiento in vitro de Nicotiana sp, la manera de introducción más fácil y 
efectiva es por medio de semillas, utilizando un medio de cultivo sencillo libre de reguladores de 
crecimiento. El proceso de callogénesis a partir de vitro plantas según Ali et al (2007), se debe 
principalmente a las diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento en el medio de 
cultivo que cumplen una función de suma importancia en el control de la morfogénesis y  desarrollo 
del tejido. Se conoce que las auxinas y citocininas son los reguladores de crecimiento que más se 
utilizan para promover la formación de callo. Específicamente en Nicotiana tabacum, este proceso 
ha sido esencial para el estudio morfológico y compresión del comportamiento de las células, aparte 
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de su importancia en el desarrollo de poblaciones clonales, propagación masiva de plantas y 
manipulación genética (Ali et al., 2007). 
Por otra parte, según Arias et al (2008), el establecimiento de suspensiones celulares es una 
técnica de importancia que ha facilitado la obtención de diferentes productos o metabolitos 
secundarios. Esta consiste en el cultivo de células generalmente provenientes de callo en un medio 
líquido que se encuentra en constante agitación, lo que garantiza que las células individuales se 
distribuyan en forma homogénea en el medio de cultivo, facilitando así la transferencia de nutrientes 
y oxígeno hacia el citoplasma.  
Una ventaja de esta técnica es la facilidad para controlar variables externos como temperatura y 
humedad relativa del cuarto de crecimiento, sin embargo es muy sensible a los cambios bruscos de 
los factores mencionados, alterando la tasa de rendimiento y así mismo la producción de metabolitos 
secundarios. Sin embargo se debe tomar en cuenta que no todas las especies son viables al cultivo 
bajo esta técnica (Zhao & Verpoorte, 2007). El objetivo de establecer suspensiones celulares a gran 
escala es maximizar la producción del producto de interés y que las condiciones de la misma sean 
específicas. Es de suma importancia que se cuente con un sistema de operación y diseño adecuados 
para que la producción industrial sea exitosa (Huang & McDonald, 2009). En Nicotiana tabacum, el 
cultivo de suspensiones celulares ha sido de utilidad para la producción de proteínas recombinantes 
y gran cantidad de compuestos bioactivos y se considera que es fácil lograr establecer el cultivo en 
suspensión a gran escala (Havenith et al, 2014). Además, presenta ventajas como el bajo costo de 
producción, alta calidad de los productos obtenidos y protocolos accesibles (Santos et al, 2013). 
Este proyecto tuvo como objetivo desarrollar una metodología eficiente para el establecimiento 
de cultivo de callo de Nicotiana tabacum L., que conlleven a un posterior cultivo de suspensiones 
celulares uniformes, con miras a escalar la suspensión en un biorreactor. Todo esto con el propósito 
de poner a punto metodologías para la realización de otras investigaciones en Nicotiana tabacum, 
relacionadas con la producción de compuestos bioactivos y trasformación genética. 
 
2. METODOLOGÍA  
El proyecto se llevó a cabo durante el primer semestre del 2015 en el Centro de Investigación 
en Biotecnología del ITCR. Se empleó material vegetal de Nicotiana tabacum L. proveniente 
de la zona de Pérez Zeledón, San José. El material (semillas) fue facilitado por la empresa 
Tabacos del Valle S.A. 
 
2.1 Inducción de callogénesis 
 
Se siguió la metodología descrita por Ali et al (2007). Se usaron explantes foliares de 1 cm2 
las vitroplantas obtenidas de Nicotiana tabacum L. en medio semisólido MS 100% 
(Murashigue y Skoog 1962) al 3% m/v de sacarosa y modificado con Ácido Naftalenacético 
(ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP). Se establecieron dos tratamientos según el cuadro 1. 
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Cuadro 1. Tratamientos de inducción a callo en N. tabacum L haciendo uso de dos 
reguladores de crecimiento en un medio base MS (1962). 
 
Tratamiento BAP ANA 
A 0,2 mgL-1 BAP 1mgL-1 ANA 
 
B 
 
0,2 mgL-1 BAP 
 
2mgL-1 ANA 
 
pH: 5.8 5.8 
Gelificante: Phytagel 6gL-1 6gL-1 
 
Los explantes se cultivaron en condiciones de oscuridad a una temperatura de 25°C a 27°C 
según lo indicado por Santos et al (2013). Se evaluó periódicamente el proceso de formación 
de callo en parámetros de tamaño promedio, textura (friabilidad) y color. Para cada 
tratamiento se determinó a partir de cual se obtuvo tejido de mayor calidad y la frecuencia 
de formación por medio de la siguiente fórmula: 
 
𝐹𝐶 =
# 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑙𝑙𝑜𝑠 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜𝑠
# 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑐𝑢𝑡𝑖𝑣𝑎𝑑𝑜𝑠
∗ 100 
Una vez formado, se tomaron cinco explantes al azar de cada tratamiento y se obtuvo el peso 
fresco y peso seco del tejido de callo luego de 72 horas en la estufa a 60°C. Se calculó a partir 
del peso promedio obtenido el porcentaje del peso seco obtenido para cada uno empleando 
la fórmula % 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 = (𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 / 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑟𝑒𝑠𝑐𝑜) ∗ 100 (Havenith et al., 2014). La 
evaluación del callo se realizó luego de cuatro semanas. 
 
2.3 Inducción y establecimiento de suspensiones celulares a nivel de Erlenmeyer (matraz) 
 
Las suspensiones celulares se establecieron empleando callo previamente obtenido, el cual 
se cultivó para eliminar tejido no funcional (presencia de raíces) y para lograr mayor 
estabilidad de las células. Se tomó un inóculo inicial de aproximadamente 5g a 10g y se 
empleó medio de cultivo líquido del mejor tratamiento utilizado para la inducción de callo 
en matraces de 250 ml con 50 ml de medio. Seguidamente se colocaron en agitador orbital a 
100 rpm. Luego de ocho días se procedió a tamizar la suspensión para eliminar los grumos 
celulares y cultivar en matraces de 250ml con medio fresco para lo cual se inoculó con el 
10% del volumen total de la suspensión (Santos et al., 2013). 
 
Se determinó el volumen sedimentado de la suspensión celular una vez que se tamizó la 
suspensión y previo al primer subcultivo (seis semanas después) para medir el crecimiento 
celular siguiendo la metodología empleada por Havenith et al (2014) con algunas 
modificaciones. Se tomó un tubo falcon de 15ml, se agregó 15 ml de la suspensión a evaluar 
y se dejó reposar por 15 minutos. Se usó la fórmula 𝑉𝐸 = (𝑉𝑜𝑙. 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑖𝑣𝑜/𝑉𝑜𝑙. 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) ∗ 100 
para determinar el volumen sedimentado de la suspensión.  
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Se evaluó la viabilidad de las suspensiones celulares previo al primer subcultivo una vez que 
alcanzaron una turbidez apropiada por medio de tinción con azul de Evans (Sánchez & 
Alvarenga, 2015) para lo cual con una micropipeta se tomaron 500 µl de la suspensión celular 
y se colocaron un tubo Eppendorf de 1 ml, luego se tomaron 50 µl de azul de Evans y se 
colocaron en el mismo Eppendorf, incubándose por 10 min para después centrifugarse a 1000 
rpm durante 10 min. Posteriormente, se descartó el sobrenadante y se adicionaron 500 μl de 
agua destilada estéril, se agitó y se tomaron 15 µl a partir de esta mezcla, colocándose en un 
portaobjetos, la muestra se observó al microscopio de luz a un aumento de 40X. Se 
consideraron viables aquellas células que no se tiñeron, por lo que se excluyen las teñidas 
(Santos et al., 2013). Finalmente, se realizó conteo en hematocitómetro para determinar la 
concentración celular total, empleando la fórmula:  
# 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑥 104𝑥 𝐹𝐷 = #𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠/𝑚𝑙 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Inducción a callogénesis 
La Fig. 1 muestra el proceso de formación de callo del tejido foliar de N. tabacum, luego de 
una y dos semanas de su introducción, sin embargo, luego de 4 semanas se observó que 
ambos tratamientos permitieron la formación de callo. La frecuencia de formación para el 
tratamiento A fue del 100%, sin embargo, promovió la formación de raíces y tejido de color 
blanco (Fig. 2). Para el tratamiento B se obtuvo, de igual forma, una frecuencia de formación 
de 100% y tejido de color blanco-amarillo (Fig.3) pero en este caso la formación de raíces 
fue menor. Por otro lado, el porcentaje promedio de peso seco fue de 3,47% y 2,66% para el 
tratamiento A y B, respectivamente. El Cuadro 2 muestra los datos de textura y color. 
 
 (a)  (b) 
Figura 1. Explante foliar de N. tabacum luego de una (a) y dos (b) semanas. 
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Figura 2. Callo obtenido a partir de hojas de N. tabacum L. del tratamiento A, luego de 
cuatro semanas. 
 
 
Figura 3. Callo obtenido a partir de hojas de N. tabacum L del tratamiento B luego, de 
cuatro semanas. 
Cuadro 2. Frecuencia de formación de callo, tamaño, porcentaje de peso seco color y 
textura luego de 4 semanas. 
Tratamiento Frecuencia 
de 
formación  
Tamaño 
(diámetro) 
Porcentaje 
de peso seco 
Color Textura 
A:0,2mgL-1 BAP+1mgL-1ANA 100% 4 cm 3,47% Blanco Muy suave y muy 
friable (esponjoso) 
B:0,2 mgL-1 BAP+ 2mgL-1 
ANA 
100% 4,5cm 2,66% Blanco- 
Amarillo 
Suave y friable 
BAP (6-bencilaminopurina), ANA (ácido naftalenacético). 
Cabe destacar que, a pesar de que se obtuvo una frecuencia de formación de callo del 100% 
para ambos tratamientos se observó el inicio de necrosis por parte de las células que poseían 
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contacto directo con el medio de cultivo luego de seis semanas, por lo que es necesario 
realizar subcultivos frecuentes cada tres o cuatro semanas para evitar la aparición de la 
necrosis. 
Se determinó que el tejido de callo obtenido del tratamiento B poseía las mejores 
características para establecer las suspensiones celulares (color crema, textura friable) y 
también con base en que el medio A favoreció en mayor medida la formación de raíces como 
se muestra en la Fig. 4. La friabilidad, según Muñoz et al (2003), es una característica 
deseable a la hora de establecer las suspensiones celulares debido a que facilita la 
disgregación de las células, y por ende, favorece un mayor contacto e intercambio de 
nutrientes entre las células y el medio de cultivo. 
       (a)  (b) 
Figura 4. Callos (a y b) obtenidos a partir de hojas de N. tabacum L del tratamiento A con 
formación de raíces luego de 4 semanas de subcultivo. 
La formación del callo puede explicarse como la influencia de varios factores, iniciando por 
el explante empleado, en este caso las hojas se han reportado como un explante apropiado 
para la inducción de callo en N. tabacum (Ali et al., 2007). Una vez que el mismo fue 
cultivado en el medio adecuado e incubado bajo condiciones de luz y temperatura controladas 
en el cuarto de crecimiento, conducen al explante a la formación de una masa amorfa de 
células que se encuentran en continua división. El callo pierde la estructura y organización 
tisular debido al proceso de desdiferenciación celular. Una vez que se formó este debe 
subcultivarse periódicamente en medio fresco con el fin de mantener su uniformidad y ser 
utilizado luego en otros procesos como embriogénesis, organogénesis o establecimiento de 
suspensiones celulares (Ali et al., 2007; García, 2013). Según Feeney et al (2007) la 
frecuencia de formación de callo puede variar de acuerdo a la composición del medio, sin 
embargo en este caso no fue así ya que la ambos tratamientos poseen concentraciones 
similares en cuanto a ANA y BAP.  
La formación de raíces se ve estimulada por la presencia reguladores de crecimiento de tipo 
auxínico y otras condiciones de crecimiento. En este caso el ácido naftalenacético (ANA) es 
una auxina síntética que se caracteriza por favorecer el enraizamiento dependiendo de la 
concentración que se utilicw. Además, la ausencia de luz y una temperatura constante a 25°C-
27°C , propician las condiciones adecuadas para que se da la formación de las raíces (Ramírez 
& Urdaneta, 2004). Los mismos autores explican que la respuesta de enraizamiento se debe 
a que las auxinas participan en la división de las primeras células que dan origen a la raíz, 
promueven el transporte de carbohidratos a la zona de enraizamiento, influyen en la actividad 
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de las enzimas involucradas con el metabolismo de los carbohidratos e intervienen en la 
iniciación de la síntesis de ADN y en la transcripción del ARN, sin embargo, Soh, Choi & 
Cho (1998) mencionan que la formación de raíces adventicias en explantes de callo se da 
cuando se presenta un cambio morfológico en un medio con auxinas y citoquininas, no así 
cuando el medio de cultivo cuenta con solo citoquininas. Esto se debe a que las citoquininas 
tienen un efecto estimulante para formar los primordios radicales en el tejido de callo, 
mientras que la auxina promueve la elongación de las mismas. Se debe de tener siempre en 
cuenta que el comportamiento del tejido va a depender del genotipo de las plantas empleadas 
en el ensayo (Soh, Choi & Cho, 1998). Lo anterior coincide con lo obtenido en el presente 
proyecto en donde ambos tratamientos de inducción a callo cuentan reguladores auxínicos y 
citoquininas, sin embargo, la formación de raíces se expresó más en el tratamiento A.  
 
El color del tejido puede verse como un indicador del grado de desdiferenciación obtenido, 
por lo que si el callo se torna verde, el tejido se está diferenciando y sus células por 
consecuente se encuentran más organizados. En casos de que aparezcan partes color café, 
estas deben de eliminarse ya que indica que las células han muerto. En este caso la coloración 
café se dio luego de las 6 semanas de cultivo debido al consumo del medio de cultivo. Se ha 
determinado que el callo debe ser color crema, razón por la que se seleccionó el callo 
obtenido del tratamiento B para proceder a establecer las suspensiones celulares (Moon & 
Stomp, 1997). 
 
Con respecto a la friabilidad de los callos obtenidos ambos poseían características muy 
similares, sin embargo el tratamiento A mostró callos muy suaves, por lo que se determinó 
que el mejor fue el obtenido a partir del tratamiento B, esto se debe a que según García 
(2013), los friables son aquellos que permanecen débilmente asociadas pudiendo disgregarse 
fácilmente, lo que los vuelve idóneos para formar suspensiones celulares ya que al inocular 
un fragmento en un matraz con medio de cultivo líquido se liberan células aisladas.  
 
Finalmente, según Havenith et al (2013) los bajos porcentajes de peso seco se debe a que en 
el periodo de cultivo las células absorbieron mucha agua del medio. Es posible que por la 
diferencia de osmolaridad entre el medio de cultivo y las células, provoca que estas estallen, 
por lo que el peso seco disminuye considerablemente debido a la ruptura de la célula. Por 
tanto, haber obtenido porcentajes bajos con respecto al peso fresco del callo, indica el alto 
contenido de agua  en sus células, en donde la edad del callo es un factor importante a 
considerar ya que puede influir en la producción de biomasa. 
 
 
3.2 Inducción y establecimiento de suspensiones celulares a nivel de Erlenmeyer (matraz) 
La Fig. 5 muestra las suspensiones celulares luego de 8 días de establecidas (previo a ser 
tamizadas y subcultivadas). Es posible observar una coloración amarilla de los grumos sin 
disgregar del tejido de callo de N. tabacum L. Una vez que se midió el volumen sedimentado, 
se obtuvo en promedio 9,56%/ 15 min. Luego de 6 semanas se procedió a medir el volumen 
sedimentado nuevamente y se obtuvo 0,2 % .  
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Además se evaluó la viabilidad en donde se observa la presencia de células irregulares de 
gran tamaño, viables (incoloras) y no viables (color azul), así como fue posible observar la 
presencia de fibras no viables (Fig. 6).  
 
Una vez que se realizó el conteo celular se determinó que la concentración de células fue de 
7,5x103 células totales/ml. La Fig. 7 muestra células de gran tamaño y agrupaciones de las 
mismas lo cual dificultó el conteo celular. 
 
 (a) 
 
  (b)        (c) 
 
Figura 5. (a) Callo empleado para establecer las suspensiones celulares. (b) (c) 
Suspensiones celulares iniciales de N. tabacum luego de 8 días de establecimiento 
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Figura 6. Prueba de viabilidad de células en suspensión de N. tabacum L luego de 6 
semanas de subcultivo. 10x 
 
 
  
 
Figura 7. Conteo en hematocímetro de células en suspensión de N. tabacum L, luego de 6 
semanas de subcultivo. 40x. 
 
Estas suspensiones celulares deben permanecer en agitación orbital para garantizar un aporte 
equitativo de los nutrientes y del oxígeno a todas las células en suspensión, pudiendo 
mantenerse de forma relativamente sencilla en matraces al subcultivarlas periódicamente en 
medio fresco (García, 2013). 
 
Según Sánchez & Alvarenga (2015), el porcentaje de volumen celular sedimentado obtenido 
antes del primer subcultivo se considera normal, sin embargo el volumen empacado tiende a 
aumentar y alcanzar hasta a un 60% cerca de la cuarta semana de cultivo. En este caso se dio 
una disminución el porcentaje de volumen sedimentado, lo cual según las mismas autores, 
significa que hay una menor concentración  celular y por ende se infiere que hay una tasa de 
división celular muy baja. También la baja concentración celular puede deberse a que la fase 
de latencia o de adaptación tardó mucho tiempo, lo que impidió el desarrollo adecuado de las 
células en suspensión. 
 
Según Havenith et al (2013), el conteo de las células vegetales en suspensión es muchas 
veces difícil debido a que su morfología no siempre es homogénea  y tienden a formar 
agregados celulares. En el caso de las células de N. tabacum es importante tener en cuenta 
que aparte de tener altas tasas de crecimiento, la morfología de las mismas ha mostrado ser 
muy diversa en comparación con suspensiones celulares de otras especies. La formación de 
los agregados se da debido que no hay una división adecuada de las células y la presencia de 
los mismos no permitió un conteo exacto, además, estos agregados pueden algunas veces 
interferir en la producción de metabolitos secundarios y favorece a la diferenciación celular 
(Arias et al., 2008). 
 
Por otra parte, según Ruiz, Higareda & Pardo (2010), en las suspensiones celulares de N. 
tabacum se han caracterizado morfológicamente por tener células redondas formando 
agregados en forma de racimos y alargadas que forman cadenas lineales que probablemente 
son procedentes del tejido parenquimático de empalizada de hoja (Sánchez & Alvarenga, 
2015). Por tanto lo encontrado en estos ensayos concuerda con lo reportado en la literatura. 
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CONCLUSIONES 
 
1. Bajo las diferentes condiciones de laboratorio y la metodología desarrollada, se logró la 
inducción de callogénesis a partir de segmentos foliares de N. tabacum L de manera 
exitosa en un medio MS+ 0,2 mgL-1 BAP+ 2mgL-1 ANA a una temperatura de 25-27°C. 
2. Se estableció el cultivo de suspensiones celulares  a nivel de matraz para N. tabacum L a 
partir de tejido de callo obtenido.  
3. El estudio de las células en suspensión obtenidos permitió determinar la morfología 
celular, así como la viabilidad de las mismas.   
4. Se demostró que N. tabacum L., es una especie con gran potencial para realizar ensayos 
con aplicación biotecnológica, así como investigación fisiológica y bioquímica de los 
diferentes sistemas de producción, esto gracias a su eficiente generación y fácil manejo 
de los explantes empleados para la inducción a callogénesis y el establecimiento 
propiamente de las células en suspensión. 
 
RECOMENDACIONES 
 
Se recomienda optimizar la concentración de los reguladores de crecimiento del medio 
empleado para el establecimiento de las suspensiones celulares de N. tabacum L con el fin 
de evitar la diferenciación a raíces adventicias y lograr un tejido en suspensión uniforme y 
de crecimiento continuo (García, 2013). 
 
Dado que es común encontrar gran variedad de morfologías de las suspensiones celulares 
vegetales, se recomienda acortar los ciclos de cultivo, esto con el fin de lograr mayor 
uniformidad del crecimiento de las mismas (Szabados, Mroginski & Roca, 1991) 
 
Se recomienda llevar un control más estricto de la concentración celular y realizar una curva 
de crecimiento, con el fin de realizar subcultivos en el momento adecuado, lo que favorecería 
a tener una densidad homogénea de la suspensión. Todo esto con el fin de tener un cultivo 
apto para el desarrollo de proyectos que conlleven su empleo, con fines de obtener 
compuestos bioactivos y proteínas recombinantes.  
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